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摘要 

二 氧化 碳 分 压 pCO?) 是 哺乳 动物 细胞 培养 中 一 个 重要 参数 , 其 主要 来 源 包括 
细胞 有 氧 呼 吸 产 生 的 CO、 培养 基 中 碳酸 氧 盐 和 pH 控制 加 入 的 CO>。 一 般 细胞 
培养 中 不 精确 控制 pCO2, (A AL pCO; 水 平 维持 在 一 定 范 围 (30 - 80 mmHg) Fa 
重要 ，pCO; 过 高 (> 80 mmHg) 和 过 低 (< 30 mmHg) 不 利于 细胞 生长 、 代 谢 、 以 及 
蛋白 生产 和 质量 控制 。 大 规模 高 密度 细胞 培养 过 程 中 高 pco 问题 比较 常见 ， 因 
此 工艺 放大 时 需要 考虑 不 同 规 模 细胞 培养 中 pCO 水平 的 差异 。 本 文 综述 了 哺乳 
动物 细胞 培养 中 pCO 对 细胞 生长 、 代 谢 和 蛋白 生产 的 影响 ， 以 及 大 规模 中 控制 
pCO2 的 方法 。 
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Abstract 


Carbon dioxide partial pressure (pCOz) is an important parameter in mammalian 
cell culture, which come from cell respiration, bicarbonate in culture media and CO2 
added during culture for pH maintenance. Generally, pCO2 is not precisely controlled 
like pH in cell culture, but it is crucial to maintain pCO; level within a reasonable range, 
usually ranging from 30 to 80 mmHg. Higher (> 80mmHg) or lower (< 30mmHg) pCO? 
levels were reported to be detrimental to cell growth, metabolism, productivity and 
product quality. Higher pCOz is always encountered during scale-up, especially for the 
high density perfusion culture. Therefore, pCO> difference between small scale (< 15 
L) and large scale (> 200L) needs to be considered. This review illustrates the effects 
of pCO? on cell growth, metabolism, productivity and product quality. In addition, the 


approaches to control pCO2 during scale-up are also discussed. 
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单 克隆 抗体 药物 为 一 些 重要 疑难 杂 症 如 肿瘤、 自身 免疫 疾病 等 的 治疗 带 来 了 
新 的 曙光 ， 成 为 近 20 年 来 增长 速率 最 快 的 一 类 生物 技术 药物 。 基 于 生物 反应 器 
的 动物 细胞 大 规模 培养 技术 是 抗体 药物 工业 化 生产 的 核心 技术 。 如 何 更 高 效 更 高 
质地 生产 抗体 药物 , 是 各 药 企 和 研究 单位 的 发 展 目标 和 核心 竞争 技术 , 其 中 对 生 
物 药物 生产 过 程 一 致 性 的 要 求 , 是 动物 细胞 大 规模 培养 过 程 开发 和 优化 的 重要 环 
节 。 然 而 在 大 规模 生产 过 程 中 ，pCO; 水 平易 出 现 过 高 的 现象 ， 是 造成 大 小 规模 
细胞 培养 工艺 表现 一 致 性 差 的 原因 之 一 。 研 究 pCO; 对 细胞 的 影响 ， 总 结 和 建立 
PCO 控制 方法 在 工艺 放大 中 意义 重大 。 下 面 综述 pCO 对 细胞 生长 代谢 和 蛋白 生 
产 的 影响 , 降低 大 规模 反应 器 中 高 pCO. 的 方法 ， 以 及 细胞 培养 工艺 放大 中 pCO 
控制 的 研究 现状 和 展望 。 
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1 细胞 培养 中 的 pCO 
1.1 CHO 细胞 代谢 中 CO2 的 位 置 


二 氧化 碳 是 细胞 代谢 的 产物 之 一 。 在 过 去 的 二 十 多 年 中 , AE ORD 
梨 细 胞 (CHO) 等 哺乳 动物 细胞 系 的 代谢 ， 科 学 家 们 利用 同位 素 示 踪 和 质谱 分 析 的 
代谢 流 分 析 法 (MEFA) 以 及 动态 代谢 流 分 析 组 合 的 方法 研究 了 CHO-K1 细 胞 不 同 生 
长 阶段 的 物质 和 能 量 代谢 水 平 由 习 。CHO 细 胞 的 中 心 代谢 途径 特征 及 CO; 在 细胞 
代谢 中 的 位 置 如 图 1 所 示 。 


CHO-K1 细 胞 指数 生长 期 (0-4 天 , 第 一 天 到 第 二 天 的 比 生 长 速率 为 0.033h H 
酵 解 (Glycolysis) 和 回 补 反 应 (Anaplerosis) 水 平 较 高 ， 细 胞 数量 快速 增长 。 回 补 途 
径 中 COYHCO3 作为 底 物 和 丙酮 酸 发 生 羧 化 反应 产生 草 酰 乙酸; 谷 氨 酰胺 分 解 生 
成 o- 酮 成 二 酸 ; 苹果 酸 在 苹果 酸 酶 (ME, Malic enzyme) 众 化 下 生成 丙酮 酸 , 为 三 法 
酸 循环 (TCA 循 环 ) 补 充 中 间 产 物 。 所 以 指数 生长 阶段 ，CO; 既 是 反应 底 物 也 是 代 
谢 产物 。 稳定 期 (4-6 天 ) 细 胞 糖 酵 解 反 应 和 回 补 反应 大 大 减少 , TCA 循 环 水 平和 指 
数 生 长 期 一 致 。 此 阶段 氧化 成 糖 磷酸 (oxidative Pentose phosphate pathway) 途 径 代 
谢 流 较 高 ， 是 细胞 产生 ATP 和 还 原 性 辅酶 ANADHNADPH) 的 主要 代谢 途径 ,为 
细胞 提供 能 量 和 氧化 应 激 所 需 的 还 原 力 趾 。 由 于 细胞 密度 不 断 增 加 ， 稳 定期 细胞 
产生 大 量 CO,。 细 胞 衰亡 期 营养 都 已 耗 尽 ， 但 细胞 通过 高 效 利用 乳酸 和 甘氨酸 补 
充 丙 酮 酸 ， 维 持 了 TCA 循 环 水 平 ， 用 于 细胞 代谢 和 产 热 户 。 综 上 ， 细 胞 指数 生长 
期 需要 COXHCO3 作为 反应 底 物 ， 细 胞 稳定 期 和 衰亡 期 则 排出 大 量 COz。 作 为 细 
胞 代谢 中 重要 的 底 物 和 产物 ， COs 是 哺乳 动物 细胞 培养 工艺 开发 中 一 个 备 受 关注 
的 参数 。 
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Figure 1. CO2 in CHO cell central metabolism pathway'**!, Abbreviation for enzyme are shown in yellow boxes: 
HK, Hexokinase; PK, Pyruvate kinase; LDH, Lactate dehydrogenase; PDH, Pyruvate dehydrogenase; PC, Pyruvate 
carboxylase; ME, Malic enzyme. 

图 1.CO2 在 CHO 细胞 中 心 代谢 途径 中 的 位 置 &9。 图 中 黄色 方 框 内 为 酶 的 简写 : HK, CRE; PK, A 
MR: LDH, RRS: PDH, WIRMS: PC, AMRES: ME, PRRI. 


1.2 细胞 培养 中 CO; HRR HH 


细胞 培养 中 pCO 是 溶解 在 培养 液 中 的 CO 产生 的 压力 。 哺 乳 动 物 细胞 培养 
H, CO: 的 来 源 包括 细胞 呼吸 产生 的 CO，、 培 养 基 中 NaHCO 的 分 解 和 控制 pH 
加 入 的 CO: 和 NazCO3。 动 物 细胞 培养 大 多 使 用 碳酸 -碳酸 氧 盐 (H2CO3-HCO3 ) 绥 
冲 系统 ,培养 基 中 碳酸 氧 盐 浓 度 越 大 , 相同 pH 下 pco 越 高 ,如 图 2. 37°C, 
平衡 体系 中 有 Ml: 


pH = pK, + log (HCO; / H,CO3) (1) 
由 亨利 定律 可 知 : 
H,CO3 = 0.0307 x pCO, (2) 


结合 (1) 和 (2) 有 : 


HCO3 
0.0307x10(PH-PK2) G3) 


pCO, = 
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由 (3) 可 作 一 定 浓度 HCO 缓冲 液 中 pCO 和 pH 的 关系 ， 如 图 2 所 示 。 
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Figure 2. pH. bicarbonate and pCO equilibrium in H2CO3-HCO; buffer'®! 
图 2. HxCO3s-HCOs 缓冲 体系 中 pH, Hei AR A pCOr 的 平衡 关系 图 四 


CO2 逸 出 (CO2 stripping) 是 溶解 在 培养 液 中 的 COo 从 液 相 中 脱离 进入 气相 的 
过 程 。 如 图 3 所 示 ， 为 CO; 气体 溶 解 于 培养 液 中 所 发 生 的 反应 ，K1、K2 为 反应 
平衡 常数 ，CTR(carbon dioxide mass transfer rate) 为 CO; 传 质 速率 ，CER(carbon 
dioxide evolution rate) 为 细胞 CO: 产生 速率 ，Kracos 为 CO; 传 质 系数 。 培 养 系统 
中 CO; 的 逸 出 快慢 用 CO: 逸 出 速率 (CO2 stripping rate) 表 示 , 一 般 采 用 pH 随时 间 
的 变化 表示 (ApH/AbD。 理 论 上 ， 当 CO; 逸 出 速率 等 于 CO 生成 速率 时 ， 培 养 系 
统 中 细胞 产生 的 CO: 可 以 完全 进出 而 不 影响 pCO 水平 外。 
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Figure 3. The equilibrium for CO2 in the media!®! 
图 3. 培养 基 中 CO 的 平衡 外 
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2. pCO; 在 细胞 培养 中 的 作用 和 影响 
2.1 作用 原理 


CO: 及 相应 的 水 化 物 HCO5;- 是 细胞 内 羧 化 和 脱羧 反应 的 反应 底 物 和 产物 (如 
错误 ! 未 找到 引用 源 。)，COYHCOs3 水平 过 低 限 制 细胞 内 回 补 反应 的 进行 ， 导 致 
TCA 循环 中 前 体 物 质 草 酰 乙酸 的 限制 ， 进 而 影响 细胞 生长 和 相关 代谢 物 的 生成 
负 。 研 究 表明 哺乳 动物 细胞 内 拥有 有 效 的 pH 调节 机 制 ， 过 高 浓度 的 HCO3- 可 能 
会 影响 pH aL ANU, CO: 进入 细胞 质 和 线粒体 后 ， 溶 解 的 COs 解 离 出 所 离子 
降低 细胞 内 pHCpHi)， 迫 使 细胞 增加 NaVH+ 和 HCO3VCTL 逆 向 运输 蛋白 的 速率 来 
调节 pHi， 从 而 打 乱 pHi 的 调节 。COxHCOs 浓度 还 影响 细胞 内 酶 的 活性 ，pHi 的 
变化 导致 磷酸 果糖 激酶 的 催化 反应 偏离 其 最 适 pH 范围 中， 影响 细胞 内 pH 敏感 
性 唾液 酸 转移 酶 的 活性 634， 进而 影响 细胞 生长 代谢 和 和 蛋白 糖 基 化 。 高 pCO 水平 
降低 细胞 中 与 CO: 生成 相关 酶 ( 腊 柠檬 酸 脱 氧 酶 、o- 酮 成 二 酸 脱 氢 酶 、 苹 果 酸 脱 
氧 酶 、 人 磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 凑 化 酶 ) 的 浓度 ， 导致 CO; 比 生 成 速率 降低 。 高 pCO> 和 
高 HCO3` 环 境 使 高 活性 氧 族 一 过 氧 一 碳酸 盐 (HCO4) 的 形成 增加 ， 高 活性 氧 使 线 
粒 体 损伤 ， 细 胞 呼吸 受 影 响 。HCO4 的 增加 还 影响 氧化 磷酸 戊 糖 反 应 ， 导 致 细胞 
稳定 期 能 量 产生 减少 03 14), 


CO2 和 HCO3 对 细胞 代谢 进行 调控 的 机 制 到 目前 为 止 还 没有 被 完全 研究 清 
楚 ， 可 能 它们 在 细胞 中 所 起 的 刺激 作用 被 低估 了 四。 高 pCO 影响 细胞 培养 的 研 
究 还 在 不 断 增加 ，pCO2 对 细胞 培养 产生 影响 的 机 理 也 在 不 断 被 发 现 。 


2.2 pCOs 对 细胞 培养 的 影响 


pCO: 对 哺乳 动物 细胞 培养 中 细胞 生长 、 代 谢 、 和 蛋白 产量 及 质量 都 会 产生 
定 的 影响 ， 这 些 影响 有 来 自 于 pCO; 单独 发 挥 的 作用 ， 也 有 pco 与 渗透 压 、pH 
等 联合 发 挥 的 作用 四。 早 在 二 十 多 年 前 , 研究 者 就 发 现 COs 积 累 超过 一 定 浓度 对 
细胞 产生 毒害 作用 ， 合 适 的 pco 水 平 对 细胞 生长 和 蛋白 表达 十 分 重要 051。 随 着 
研究 的 深入 ， 发 现 不 同 细胞 系 对 pco 的 耐 受 能 力 不 同 ， 不 同 的 细胞 生长 阶段 对 
pCO; 的 敏感 程度 也 不 同 。 


pCO 影响 细胞 内 乳酸 代谢 及 转变 。 乳 酸 从 生成 到 消耗 的 代谢 转变 是 哺乳 动 
物 细胞 培养 中 一 个 普遍 的 特征 ， 这 种 转变 有 利于 细胞 维持 活 率 和 提高 蛋白 产量 
9。 研 究 发 现 ，2000L 一 次 性 生物 反应 器 (Singer Use Bioreactor, SUB)CHO 细胞 
批 次 流 加 培养 中 ， 高 pCO: 下 细胞 乳酸 代谢 出 现 先 消耗 再 生成 的 现象 L]1。 杂 交 瘤 
细胞 1 连续 培养 和 和 葡萄糖 限 制 的 CHO 细胞 I 连续 培养 中 ， 在 高 pCO; 情况 下 乳 
酸 比 生成 速率 增加 。 原 因 可 能 是 控制 pH 的 细胞 培养 中 ， 高 pCOr 酸化 溶液 导致 
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碱 液 加 入 ， 大 规模 反应 器 混合 不 均一 性 导致 加 入 碱 液 时 局 部 pH 过 高 ， 增 加 了 控 
制 pH 所 需 的 加 碱 量 ， 刺 激 了 乳酸 再 生成 41。 同 时 ， 碱 液 的 加 入 使 C02 + Hs0 时 
Ht + HCO3 WF MAB, HCOs -堆积 引起 高 渗透 压 ， 影 响 细 胞 乳酸 代谢 名。 高 
pCO、 低 pH 和 高 渗透 压 三 者 单独 对 乳酸 再 生成 的 影响 不 显著 , 三 者 共同 作用 才 
导致 乳酸 再 生成 ， 这 种 乳酸 再 生成 现象 可 以 通过 增加 CO 逸 出 消除 04。 杂 交 瘤 
细胞 2000 L 培养 中 ， 高 pCO: 引起 乳酸 比 生成 率 增加 ， 通 过 提高 通气 速率 (从 1 
LPM(Liter Per Minutes, 升 /分 钟 ) 提 高 到 2.5 LPM), 达到 了 降低 乳酸 (浓度 降低 50%) 
的 目的 EC。 相反 ， 高 pCO: 也 可 能 导致 乳酸 生成 速率 降低 ， 幼 仓鼠 肾 细胞 (Baby 
Hamster Kidney, BHK) 灌 流 培养 中 pCO: MAI 84mmHg 升 高 到 约 230mmHg 时 ， 
乳酸 比 生 成 率 降 低 的 。 摇 瓶 培养 中 杂交 瘤 细 胞 路 2 和 CHO 细胞 性 二 乳 酸 比 生 成 
率 随 pco: 升 高 而 降低 。 因 此 不 同 细胞 和 不 同 培养 方式 中 , pCO 对 细胞 乳酸 代谢 
的 影响 不 同 。 


Brunner M 等 2 发 现 CHO 细胞 批 次 流 加 培养 中 ， 同 样 的 pH 水 平 下 高 pCO> 
抑制 乳酸 代谢 状态 的 转变 。pCO， 较 高 (20% CO?) 的 培养 组 (高 pCO 组 ) 与 
pCO2(12.5% CO?) 降 低 的 培养 组 (对 照 组 ) 相 比 ， 乳 酸 的 代谢 没有 发 生 从 产生 到 消 
耗 的 转变 。 高 pCO: 组 细胞 在 乳酸 代谢 转变 之 前 ( 指 对 照 组 乳酸 代谢 转变 之 前 ) 糖 
酵 解 水 平 、TCA 循环 和 呼吸 作用 都 降低 ， 代 谢 转变 后 高 PCO> 组 的 糖 酵 解 途径 水 
平 较 对 照 组 高 ， 其 他 代谢 流 与 对 照 组 一 致 。 最 终 高 pCO? 组 的 细胞 蛋白 产量 较 对 
照 组 降低 (1.1g/L : 2.0g/L). 


pCO. 影响 细胞 生长 和 蛋白 产 率 。CHO 细胞 摇 瓶 培养 中 ，pCO, 设 定 在 
76mmHg 和 152mmHg 时 相 比 38mmHg 时 细胞 生长 受到 严重 抑制 ， 密 度 仅 仅 为 
0.5x105 celymL( 接 种 密度 为 0.2 x 10° cell/mL); pCO. 为 零 时 ， 出 现 同样 现象 [5]。 
说 明细 胞 生长 初期 需要 一 定 浓度 CO，， 过 高 和 过 低 的 pCO 都 使 细胞 无 法 生长 。 
反应 器 阶段 的 细胞 培养 中 , 大 规模 工业 化 细胞 培养 pCOr 可 达到 150 -200 mmHg, 
并 对 细胞 生长 和 和 蛋白 产量 产生 明显 抑制 作用 户 。Gray 等 i 发现 CHO 的 灌流 培 
FP, pCO. 维持 在 30 - 76 mmHg 时 可 获得 最 大 的 蛋白 产量 ，pCO, 过 高 
C105mmHg) 则 抑制 细胞 生长 ,降低 蛋白 产量 .pPCO> 从 38mmHsg 升 高 到 148 mmHg 
左右 时 和 蛋白 产量 降低 了 70%, 产量 的 降低 是 蛋白 产 率 降 低 (降低 50%) 和 细胞 密度 
降低 共同 的 结果 。Darja 等 的 发 现 指 数 生 长 期 CHO 细胞 在 低温 (33'C) 和 高 
pCO2(20% CO?) 的 不 利 环境 中 优先 消耗 葡萄 糖 生 成 乳酸 ， 细 胞 代谢 向 低 效 的 无 氧 
途径 转变 ， 且 大 量 与 抗 氧 化 相关 的 蛋白 上 调 , 细胞 处 于 氧化 应 激 挑 战 下 ,细胞 生 
长 受到 强烈 抑制 .Mostafa 和 GuP27 使 用 CHO 细胞 生产 治疗 性 糖 蛋 白 过 程 中 发 现 ， 
工艺 从 1.5 L 规模 放大 到 中 试 1000 L 反应 器 时 ，pCO; 从 68 mmHg 升 高 到 179 


mmHg， 和 蛋白 比 生产 率 降低 了 40%。Zhu 等 B3] 发 现 CHO 细胞 大 规模 培养 中 高 
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pCO2(140 - 160 mmHg) 和 高 渗透 压 (400 - 450 mOsm/kg) 抑 制 细胞 生长 和 蛋白 产量 。 
但 是 实验 室 规模 下 同样 的 培养 工艺 , 细胞 密度 降低 18%， 和 蛋白 产量 不 受 影响 。 不 
仅仅 是 CHO 细胞 ,pCO;s 升 高 对 其 他 动物 细胞 培养 也 有 影响 。 骨髓 瘤 细 胞 批 次 培 
FEA pCO. 引起 大 量 碱 加 入 ， 造 成 pH 波动 ， 增 加 了 细胞 的 死亡 P?, 3°], ZSRR 
细胞 培养 中 ， 高 pCO: 和 高 渗透 压 共 同 作 用 使 细胞 内 pH 降低 ， 细 胞 糖 酵 解 水 平 
降低 , 谷 氨 酰胺 消耗 减少 ， 抑 制 了 细胞 的 生长 但 不 影响 抗体 比 生 成 速率 (331。 研究 
表明 适当 的 葡萄 糖 限制 可 以 补偿 较 高 pCO (190 mbar) 导 致 的 细胞 生长 下 降 ， 因 
为 限制 葡萄 糖 使 乳酸 生成 减少 , pH 调节 需 加 入 的 碱 量 (渗透 压 ) 减 少 , 细胞 生长 受 
到 的 影响 也 就 减 小 U9, 还 有 研究 者 提出 , 对 于 某 些 乳酸 消耗 能 力 较 强 的 细胞 系 ， 
在 细胞 培养 稳定 期 使 用 乳酸 代替 CO;, 控 制 pH, 不仅 可 以 减少 pCO; 升 高 的 可 能 ， 
还 能 减少 甘氨酸 的 利用 ， 改 善 培 养 后 期 氨 浓 度 升 高 的 问题 B51。 


pCO: 影响 细胞 蛋白 糖 基 化 。ZanghiB3 等 发 现 高 pCO2 对 CHO 细胞 蛋白 糖 基 
化 的 影响 不 大 ， 高 pH 和 高 pCO: 条 件 下 HCO3- 和 渗透 压 升 高 才 是 神经 细胞 黏附 
因子 中 多 聚 唾液 酸 降 低 的 根本 原因 ， 且 在 同样 的 渗透 压 改 变 程度 下 ，HCO3 相 比 
NaCl 对 多 聚 唾液 酸 降 低 的 影响 更 大 。 有 趣 的 是 ，CHO 细胞 培养 中 , 高 pCO2 (140 
mmHg) 环境 下 细胞 分 泌 的 糖 蛋 白 中 非 人 源 唾 液 酸 衍生 物 人 N- 羟 乙酰 神经 氨 酸 ) 成 
分 比 低 pCO2(20 - 80 mmHg) 环 境 下 降低 了 46%， 由 于 N- 状 乙酰 神经 氮 酸 的 存在 
增加 免疫 原 性 的 发 生 ,所 以 此 案例 显示 了 CO; 积累 对 细胞 培养 蛋白 质量 的 益处 。 


3 大 规模 细胞 培养 中 pCO. 的 研究 和 应 用 


由 于 反应 器 结构 特征 的 差异 , 大 规模 有 反应 器 液 面 高 度 和 静水 压 增加 使 气体 溶 
解 度 增加 , 导致 垂直 方向 上 pO (Os 分 压 ) 和 pCO; 梯 度 渐变 , 同时 由 于 代谢 活动 、 
传 质 限制 和 大 规模 中 较 低 的 混合 效率 带 来 的 径 向 渐变 , 造成 了 大 规模 反应 器 中 培 
养 环 境 的 不 均一 性 54。 建 立 小 规模 模型 模拟 大 规模 反应 器 中 不 均一 性 对 细胞 代 
谢 影响 的 研究 日 益 增 加 , 其 中 对 底 物 .pH 和 溶解 氧 (DO) 的 不 均一 性 研究 较 多 B4。 
然而 培养 液 中 COYHCO3 浓度 的 波动 变化 是 大 规模 反应 器 中 典型 的 现象 , 却 少 有 
研究 报道 。 其 原因 主要 有 两 方面 : 一 是 培养 液 中 CO 来 源 多样 反 应 复杂 ， 二 是 由 
于 不 同 规模 下 CO 气体 滞留 时 间 不 同 影响 COs 传 质 系 数 的 测定 ,pCO; 难 以 控制 ， 
研究 的 难度 也 较 大 。 下 面 综述 大 规模 中 CO 积累 的 原因 和 降低 大 规模 中 高 pCO， 
的 方法 。 


3.1 大 规模 细胞 培养 中 CO 积累 的 原因 


大 规模 细胞 培养 中 CO; 积累 更 容易 发 生 ， 主 要 有 以 下 原因 : D 大 规模 反应 
器 液体 表面 积 与 体积 比 减 小 ， 导 致 表面 CO 传 质 降低 ， 所 以 大 规模 中 CO; Je Yat 
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出 速率 减 小 , 造成 CO; 积累 加; 2) 大 规模 反应 器 高 度 较 大 ， 液 位 高 度 更 大 ， 静 水 
压 变 大 ， 增 加 了 CO: 的 溶解 度 ，3) 大 规模 反应 器 的 混合 效果 较 差 。 研 究 者 65] 测 
试 了 不 同 规模 搅拌 式 一 次 性 生物 反应 器 (STR, stirred single-use bioreactor) VE 
时 间 ， 同 样 的 桨 叶 人 尖端 速度 下 (0.6 m/s), STR 2000L、1000L、500L、200L 和 50L 
反应 器 的 混合 时 间 分 别 为 68、60、35、35 和 19 秒 左右 ,混合 时 间 随 反应 器 规模 
增 大 而 增加 。 不 同类 型 反应 器 的 混合 时 间 也 不 同 ， 相 同体 积 输出 功率 (20 Wm?) 
下 2000 L SUB 反应 器 的 混合 时 间 为 100s 左右 ， 而 3L 反应 器 只 有 不 到 10 s07。 
4) 细胞 培养 工艺 放大 时 ， 一 般 采 用 等 kia( 氧 气 传 质 系数 ) 原 则 ， 大 规模 中 氧气 传 
质 更 好 ， 因 此 大 规模 通气 量 减 小, 造成 CO; 溢出 速率 减 小 ， CO; 积累 增加 ; 5) 大 
规模 生产 中 , 一 般 在 细胞 密度 达到 一 定 水 平时 使 用 微 泡 通 氧 或 者 增加 气体 中 氧气 
含量 , 以 满足 细胞 生长 氧 量 的 需求 , 微 泡 的 使 用 及 氧气 含量 的 增加 都 会 使 总 的 通 
气量 减少 ， 从 而 降低 CO 的 溢出 速率 05]。 


3.2 KAIER pCO: 控制 策略 


pCO: 水 平 是 培养 系统 中 CO 生成 和 逸 出 互相 抗衡 的 结果 ， 细 胞 代谢 一 定 的 
情况 下 , pco 水平 主要 由 培养 基 性 质 和 操作 状态 决定 。 从 培养 系统 中 pCO 的 来 
源 和 影响 因素 着 手 ， 降 低 pCO; 的 方法 包括 以 下 两 方面 。 


从 降低 培养 基 中 HCO3 来 源 方 面 考虑 。 幼 仓鼠 肾 细胞 (baby hamster kidney, 
BHK) 密 度 为 20x10°cells/mL 的 灌流 培养 中 ， 细 胞 产生 的 CO*、 培 养 基 中 的 
NaHCO; 和 控制 pH 所 加 入 的 NaHCO; 对 pCO: 的 贡献 分 别 占 25%、35% 和 40%。 
使 用 MOPS-Histidine(3-(N- 玛 琳 代 ) 丙 磺 酸 -组 氨 酸 ) 缓 冲 液 代替 原来 培养 基 中 的 
NaHCO; 缓冲 液 ， 并 改 用 NazCO3 代替 NaHCO; 作为 碱 控制 pH， 结 果 BHK 细胞 
15L 灌流 培养 中 pCO> 从 原来 的 225 mmHg 降低 到 68~73 mmHg, 降低 了 68-70%; 
1000L 灌流 培养 中 pCOr 从 原来 的 238+ lommHg 降低 到 84 士 7mmHg， 降 低 了 
65%[5。 此 方法 从 源头 上 降低 PCO*， 避 免 改 变 反 应 器 设置 和 培养 条 件 ， 在 实际 
应 用 中 具有 简单 易 操 作 的 优势 。Mostafa 和 GuP27 党 试用 同样 的 方法 降低 1000 L 
CHO 细胞 批 次 流 加 培养 后 期 高 pCO>， 结 果 发 现 3 L 小 规模 实验 中 ， 使 用 不 同 含 
量 NaHCO; 的 培养 基 (0.5 g/L 和 2 gD) 对 降低 培养 后 期 pCO; 的 水 平 没 有 显著 影 
Ho HIRIK NaHCO; 培养 基 绥 冲 能 力 低 ， 对 于 pH 控制 范围 较 罕 的 工艺 不 利 。 
这 种 情况 下 可 选用 其 他 缓冲 溶液 代替 ACOs 缓冲 液 。 采 用 适当 放宽 pH 的 控制 范 
围 (如 将 pH 下 限 降低 以 减少 碱 的 加 入 ) 和 改变 补 料 的 pH( 使 补 料 起 到 pH 控制 的 
作用 , 从 而 减少 酸 碱 加 入 ) 的 方法 在 小 规模 细胞 培养 中 也 可 以 达到 降低 PCO> 的 目 
的 (数据 未 列 出 )。 


从 增加 CO2 传 质 方向 考虑 。 CO2 传 质 速率 CTR = K,aco2(C * 一 C) 其 中 Ki 是 
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CO2 体积 传 质 系 数 ,，a 是 气泡 比 表 面积 ，C 是 溶液 中 溶解 的 CO; 浓度 ，C* 是 气 液 
界面 的 CO? 浓度 , 即 气泡 中 CO 的 浓度 69。Kr 与 反应 器 的 结构 、 培 养 液 的 性 质 、 

操作 状态 有 密切 关系 。 反 应 器 结构 方面 ,搅拌 桨 叶轮 的 位 置 对 气 液 混合 和 气体 传 
质 有 影响 ， 研 究 表明 双 桨 系统 中 降低 上 方 叶 轮 位 置 有 利于 气体 传 质 回 。 培 养 液 性 
质 方面 ， 研 究 表明 1000 L 大 规模 细胞 培养 中 ， 培 养 基 中 HCO3 浓 度 对 CO, 传 质 
系数 的 影响 可 以 忽略 外。 操作 状态 方面 ， 表 面 通气 和 搅拌 转速 对 大 规模 反应 器 的 
CO, 传 质 影响 较 小 。 研 究 发 现 虽然 在 80 L 和 500 L 反应 器 的 Kiacos 随 着 表面 通 
气 速率 (10 倍 和 20 倍 x 底 通 速率 ) 增 加 而 增 大 , 但 更 大 规模 反应 器 2000 L 和 10000 
L 中 Kraco: 随 表面 通气 增加 而 增 大 的 幅度 减 小 甚至 到 达 饱 和 ， 这 种 现象 是 因为 
随 着 反应 器 规模 增 大 , 液体 表面 积 与 体积 比值 减 小 B1。SieblistB4 等 发 现 大 规模 反 
应 器 (400 工 不 锈 钢 反 应 器 ) 中 ， 当 通气 速率 增 大 (3.25、4.5、9 LPM) 时 Kraco: 随 之 
增 大 ， 而 增加 输出 功率 (38，200，300，870 W/m>)Xt Kraco: 没有 影响 ， 即 搅拌 转 
EX CO: 溢出 没有 显著 影响 。 此 现象 也 在 Mostafa 和 Gul 的 研究 中 得 到 证 实 : 

不 管 是 1.5L 小 规模 反应 器 还 是 1000 L 大 规模 反应 器 中 ，CO; 溢出 速率 与 通气 速 
率 呈 强 相 关 关 系 ,与 搅拌 呈 弱 相关 关系 ,通气 速率 越 大 CO ERG. 虽然 搅 拌 
转速 对 CO 溢出 影响 较 小 ， 但 是 搅拌 转速 与 气泡 平均 停留 时 间 成 正比 ，200L tit 
拌 等 反应 器 中 200 rpm (rotation per minutes， 转 /分 钟 ) 搅拌 转速 下 气泡 停留 时 间 
不 到 7s， 而 500 rpm 搅拌 转速 时 气泡 平均 停留 时 间 为 11.3 s， 因 此 搅拌 速度 的 变 
化 对 气泡 停留 时 间 影 响 较 大 ， 对 于 细胞 培养 中 氧气 的 传 质 有 重要 参考 意义 B9。 


通气 流量 和 模式 是 影响 CO, 传 质 的 重要 因素 , 也 是 降低 pCO 策略 中 最 常 考 
卡 的 方 回 ， 而 通气 流量 和 模式 与 气泡 息息相关 。 从 单个 气泡 来 看 ， 当 气泡 通过 培 
养 液 的 过 程 中 ，0: 不 断 从 气泡 传递 到 溶液 ，CO， 从 溶液 传 入 气泡 。 然 而 气泡 中 
CO: 含量 在 几 秒 内 达到 与 培养 液 中 CO, 相同 含量 ， 即 CO; 饱和 状态 ， 气 泡 便 不 
再 吸收 溶液 中 的 CO>， 因 此 大 规模 中 CO: 传 质 只 是 气泡 通过 溶液 的 过 程 中 一 上段 
时 间 内 的 活动 B94。 大 规模 反应 器 中 气泡 的 停留 时 间 比 气泡 饱和 CO, 的 时 间 长 ， 
可 以 认为 进入 反应 器 顶部 空间 的 气泡 都 饱和 了 CO>。 所 以 大 规模 中 CO 逸 出 量 
可 简化 为 饱和 气泡 中 CO; 的 量 与 气泡 数量 的 乘积 , 其 与 Kiacos 和 气泡 大 小 无 关 ， 
只 由 逸 出 的 气泡 总 量 或 出 气量 决定 64。 相 同 Kraco: 的 情况 下 ， 开 放 式 通气 管 路 
(Open-pipe spargeD 相 比 钻 孔 式 底 通 (Drilled hole sparger)CO2 逸 出 速率 更 大 ， 说 明 
了 CO 逸 出 速率 不 只 受 Kraco: 决定 四。 Mostafa 和 Gu 使 用 开放 管 式 管 路 通气 和 
加 入 少量 消 泡 剂 的 方法 ， 将 pco: 水 平 控制 在 61.2mmHg 以 下 ， 解 决 了 原 工 艺 
pCO: i 180mmH¢g 的 问题 。 研 究 发 现 通气 量 相 同情 况 下 ，2000 L 反应 器 中 气 
泡 直径 大 小 对 CO; 洪 出 影响 较 小 , 不 同 底 通 出 气孔 径 (10 微米 , 20 微米 和 1 毫米 ) 
对 Kiacos 的 大 小 没有 影响 4。 进一步 说 明了 大 规模 培养 中 气泡 总 通气 量 才 是 决 
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FE CO: 逸 出 速率 的 关键 。 


综 上 ， 大 规模 反应 器 中 培养 液 HCO3 的 浓度 、 表 面 通气 、 搅 拌 桨 叶轮 位 置 
以 及 搅拌 转速 的 大 小 对 CO; 溢 出 的 影响 较 小 ， 通 气量 和 通气 模式 对 CO 的 溢出 
影响 较 大 ， 当 气泡 停留 时 间 远 大 于 气泡 饱和 CO; 的 时 间 时 ，CO; 涪 出 速率 由 总 
通气 量 决定 ， 气 泡 大 小 的 影响 可 以 忽略 。 然 而 较 大 气泡 对 细胞 损伤 更 小 ， 实 际 
应 用 中 考虑 到 剪 切 力 对 动物 细胞 的 伤害 时 ， 相 同 通气 条 件 下 大 气泡 比 小 气泡 更 
优 ， 但 是 大 气泡 相 比 于 小 气泡 氧气 传 质 更 差 ， 所 以 一 般 会 通过 增加 氧气 的 比例 
来 增加 氧气 传 质 ， 但 这 必然 带 来 总 通气 量 的 降低 ， 导 臻 CO; 积累 。 虽 然 搅 拌 速 
度 对 CO; 传 质 影响 较 小 ， 但 是 搅拌 转速 影响 气泡 停留 时 间 ， 提 高 转速 有 利于 氧 
气 传 质 。 所 以 实际 应 用 中 还 应 统筹 考虑 相关 参数 的 设 定 。 
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总 结 与 展望 


CO2 是 哺乳 动物 细胞 中 心 代谢 途径 中 的 重要 反应 底 物 和 代谢 产物 , 其 浓度 的 
高 低 通过 单独 和 偶 联 PH、HCO3、 渗 透 压 的 作用 影响 细胞 的 生长 、 代 谢 甚至 蛋白 
产量 和 质量 。 从 CO: 的 来 源 和 逸 出 出 发 ， 结 合 细胞 代谢 和 大 规模 反应 器 中 CO 
传 质 的 特点 ， 一 般 采 用 减少 HCO3- 和 增 大 通气 量 和 气泡 大 小 的 方法 降低 pCO. 
生物 药 由 于 其 用 药剂 量 大 , 生产 工艺 放大 是 必须 考虑 的 问题 ， 放 大 过 程 中 参数 的 
控制 是 保证 细胞 生长 环境 一 致 的 手段 ， 然 而 pCO; 在 小 规模 中 不 被 精确 控制 ， 却 
在 放大 后 极 易 出 现 波动 和 变 大 ， 影 响 工 艺 的 表现 。 因 此 ， 为 确保 大 小 规模 收获 同 
样 优质 的 细胞 生长 表现 和 一 致 的 蛋白 质量 ， 在 工艺 放大 中 需 综 合 考虑 pCO2 水 平 
和 其 他 操作 参数 的 设 定 , 在 保障 关键 质量 参数 一 致 和 工艺 操作 简单 可 行 的 前 提 下 ， 
尽量 缩小 大 小 规模 pCO 的 差异 里。 


目前 ， 细 胞 培养 工艺 放大 中 CO 逸 出 问题 引起 许多 公司 关注 。Xu 等 四 采用 
等 VVM(Gas volume/working volume/min) 和 等 P/V 的 放大 策略 ， 在 细胞 生长 指数 
期 使 用 恒定 VVM 提高 CO; 逸 出 速率 , 成 功 使 工艺 放大 后 (3L 放大 到 500 L SUB) 
细胞 培养 过 程 的 pCO; 维持 在 低 于 SOmmHg 的 水 平 , 但 是 此 方法 只 适用 于 细胞 指 
数 生长 期 pCO; 过 高 的 细胞 。Xing 等 6B5 基 于 气泡 停留 时 间 和 饱和 时 间 的 考虑 ， 建 
T KAMER pco: 预测 模型 ， 然 而 此 模型 中 气泡 停留 时 间 和 和 气泡 中 CO 饱和 时 间 
计算 复杂 ， 且 使 用 前 提 是 细胞 呼吸 箭 为 1， 仅 在 部 分 细胞 系 中 适用 。 目 前 还 没有 
普 适 性 的 pCO: 预测 模型 能 够 在 培养 工艺 放大 之 前 预测 大 规模 pco 水 平 ， 给 放 
大 参数 的 设 定 提供 指导 。 因 此 , 细胞 培养 工艺 放大 特别 是 高 密度 细胞 培养 工艺 放 
大 中 ， 实 现 氧 气 供应 和 CO 逸 出 平衡 的 挑战 依然 很 大 。 


pCO: 作为 工艺 放大 中 一 个 有 价值 的 参数 ， 其 不 仅 反 映 了 反应 器 混合 和 传 质 
效果 ， 还 可 能 反映 了 细胞 内 复杂 的 代谢 活动 。 因 此 建议 在 放大 过 程 中 (如 图 4)， 
首先 分 析 小 规模 细胞 实验 中 pCO; 水 平和 影响 COs 传 质 速率 的 参数 ,计算 小 规模 
细胞 培养 中 CO: 的 代谢 速率 , 然后 根据 放大 后 细胞 代谢 状态 保持 不 变 的 原则 , 结 
合 一 般 放 大 原则 下 制定 的 通气 搅拌 等 策略 ， 估 算 大 规模 pCO 的 水 平 ， 并 评估 此 
pCO. 水 平 是 否 影响 细胞 生长 或 蛋白 产量 和 质量 。 若 有 影响 ， 则 根据 大 规模 中 想 
要 控制 的 最 高 pCO2 水平, 指导 工艺 放大 中 的 通气 搅拌 等 策略 ， 从 而 减 小 高 pCO， 
对 工艺 的 影响 ， 若 影响 可 以 忽略 ， 则 需要 在 缩小 模型 (scale-down model) 中 模拟 大 
规模 高 pCO 的 表现 。 另外 , 如果 预测 出 来 的 pCO; 较 小 , 说 明 放 大 后 没有 高 pCO， 
风险 。 目 前 存在 着 大 小 规模 CO 逸 出 速率 计算 不 同 的 问题 : 小 规模 CO 逸 出 速 
率 的 计算 依据 CO 传 质 系 数 经 验 公式 请 名， 大 规模 CO 逸 出 速率 考虑 CO2 气体 
滞留 时 间 和 饱和 时 间 的 影响 B4 39, RY HE CO: 逸 出 速率 的 准确 计算 需要 进一步 研 
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Feo WES, pCO: 电极 的 使 用 可 以 实现 pCO: 的 在 线 检测 和 反馈 控制 ， 使 pCOr 和 
pH, DO 等 参数 一 样 可 以 被 精确 控制 ， 将 是 未 来 细胞 培养 中 pCO 控制 的 发 展 趋 
势 之 一 。 
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Figure 4. pCO2 control in mammalian cell culture process scale up and down 


4. 细胞 培养 工艺 放大 和 缩小 过 程 中 pCO2 的 控制 
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